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(57) Abstract 

A vaccine including at least one plasmid coding for pseudorables virus (PRV) glycoprotein glll, or for a protein having the same 
antigenicity as PRV glycoprotein glll. and a pbarmaceutically acceptable carrier, is disclosed. The pEVhisl4gin plasmid used for making 
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Vaccin plasmidique contre le virus pseudorabique 



La presente invention conceme un vaccin plasmidique contre le virus 
pseudorabique, encore connu sous le nom de vims de la maladie d'Aujeszky 
(ADV), de virus porcin de I'herpes I (PHV-1) ou de virus herpes- 1 Suid 
(SHV-1). 

5 La maladie d'Aujeszky est une maladie d'origine virale a laquelle la plupart 

des mammiferes sent sensibles. Cependant, rhomme ne semble pas etre sensible a 
cette maladie. 

L*agent provoquant cette maladie est un virus enveloppe a ADN 
bicatenaire de la famille des Herpesviridae. sous-famille des alpha-herpesvirinae, a 
10 savoir, le virus pseudorabique (PRV). 

Le genome du virus PRV est forme par une molecule d'ADN bicatenaire 
d'environ 1 50 kb ct consiste en unci region unique longue (VjJ et en une region 
unique courte (Uj) qui est ilanqu^e par deux sequences repetees inverses, I'une 
terminale (Tr) et I'autre interne (Ir) (BEN-PORAT, T. et al; 1979, Virology 95, 
15 p. 285-294). 

Le genome du virus de la maladie d'Aujeszky contient au moins 70 genes. 

Les principales caract^ristiques et proprietes biologiques des genes du 
PRV les mieux caracterisees sont reprises dans le Tableau I ci-dessous. 
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La transmission du virus se realise habituellement par voie orale. 
respiratoire ou par contact direct entre un animal infecte et un animaJ sain. 

La maladie est devenue preoccupante pour les elevages porcins ou elle se 
manifeste sous plusieurs formes : 
5 L Les adultes developpent peu de signes cliniques, mais deviennent des sources 
d'infection permanentes. Toutefois, le virus PRV peut provoquer Tavortement 
des iruies en gestation. 
2. Les porcelets subissent une atteinie grave du systeme ncrveux central. Les 
porcelets presentent une sensibilite elevec a la naissance qui diminuera 
10 progress! vemeni. Jusqu'a Tage de 10 jours, les porcelets atteints, ne . 

beneficiant pas d'immunite passive provenant de la mere, siiccombent en 
quelques heures. Plus ages, lis sonl sujets a des tremblements musculaires, des 
contractions, mais revolution est plutot benigne. 

Dans d'autres especes la maladie peut etre mortelie et la duree 
1 5 d'incubation est variable et comprise entre 15 heures et 12 jours. 

II existe actuellement plusieurs methodes de vaccination contre la maladie 
d'Ausjeszky. 

Une des methodes classiques consiste en Tinjectton de virus vivants, qui 
doivent etre attdnues pour eviter que la maladie ne se declare. 

20 Ainsi, on utilise pour la vaccination des pores, des virus PRV de la souche 

Bartha qui comprennent des mutations dans le genome codant pour les 
glycoproteines gl. gp63 et glll ainsi que pour une proteine de la capside vtrale 
dont le gene se situe sur le fragment BamHI A. (Mettenleiter T., Acta Veterinaria 
Hungarica, 42 (2 - 3). p. 153-177 (1994)). 

25 On utilise aussi les vaccins vendus sous les noms OMNIVAC*-PRV 

(FERMENTA ANIMAL HEALTH Co., Kansas City, MO» USA) ei 
OMNlMARK*-PRV (FERMENTA ANIMAL HEALTH Co., Kansas City, MO, 
USA) qui comprennent des vims PRV de la souche Bucharest, manipules 
genetiquement. Ces souches comportent des deletions dans les genes codant 

30 respectivement pour la thynudine kinase ou pour la thymidine kinase et glll. Bien 
entendo, il existe encore d'autres vaccins contre la maladie d'Aujeszky qui 
fonctionnent selon le meme principe. 

Cette methode de vaccination confere au sujet vaccine une bonne 
protection qui est due a Taction intracellulaire du virus vivant. En effet, les virus 

35 vivants penetrent dans les cellules ou les antigenes viraux seront synthetises. 

Ensuite, les peptides derives de ces antigenes viraux sont presentes a la surface 
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des cellules infectees en association avec le complexe majeur d'histocompatibilile 
de classe I (MHC I). Une reponse cytotoxique peut ainsi elre provoquee en plus 
de la reponse humorale ce qui induit chez le sujet vaccine une meilleure protection 
centre le virus. 

5 Bien que les virus soient attenues par des mutations, un risque existc que 

les virus redeviennent pathogenes par des mutations spontanees ou par des 
recombinaisons avec des virus de type sauvage. 

Les vaccinations par des agents viraux vivants peuvent aussi entrainer, 
sous certaines conditions, une proliferation de vims vivants. Cette proliferation 
10 de virus vivants, meme attenues, constitue un risque pour des sujets plus 
susceptibles, tels que des nouveau-nes ou des sujets en gestation. 

Une autre technique mise au point plus recenunent, consiste en Futilisation 
d un vecteur vivant non-pathogene portant des genes selcctionnes du virus PRV. 
M. ELOIT et al (J.T. van Oirschot (ed ), Vaccination and control of 
1 5 Aujeszky's Disease, p. 61-66, ECSC, EEC, EAEC, Brussels and Luxembourg, 

1989) ont mis au point un vaccin base sur I'adenovirus type 5 (ADS) recombinant 
qui donne lieu a I'expression du gene gp50 du virus PRV. 

W.L. MENGELING et al (Arch, of Virology. V 134rn* 3-4, p. 259-269, 
1994) ont public des resultats d'essais avec un virus vaccinia (NYVAC) contenant 
20 les genes du PRV codant pour les glycoproteines gp50, gll et gllL Cependant, 
I'efficacite de ce type de vaccin est limitee. 

Par contre M L. VAN DER LEEK et al (The Veterinary Record (1994) 
134, p. 13-18) ont abouti a des resultats encourageants avec une vaccination de 
pores contre le virus PRV par scarification ou par injection intramusculaire d*un 
25 recombinant du virus de la variole porcine et du virus PRV (rSPV-AD). Ce 

recombinant a ^te obtenu par insertion des genes PRV codant pour les gp50 et 
gp63 atuches au promoteur P 7.5 du virus vaccinia dans le gene de la thymidine 
kinase du virus SPV. 

Bien entendu, il existe encore d'autres vaccins contre la maladie 
30 d'Aujeszky qui fonctionnent selon le meme principe. 

Une nouvelle approche pour induire une reponse immunologique a ete 
decrite recemment par ULMERet al, 1993, Sci. 259:1745). Des souris ont ete 
immunisees par injection intramusculaire d'un plasmide comprenant le gene de la 
nucleoproieine du virus de I'influenza sous le controle d*un promoteur 
35 mammalien. Ceite immunisation par injection du plasmide a apparemment 

conduit a une transfection de cellules musculaires, suivie d'une expression in situ 
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de la proteine, aboutissani a une reponse immunoiogique specifique contre !e 
virus de Tinfluenza, de type cellulaire et humoral, et par consequent a une 
protection contre une attaque par ce virus. 

n semble, d'apres les experiences publiees. que des parties de proteines 
5 virales produites a Tinierieur des cellules transfectees soienl reprises par le 

complcxe majeur d'histocompatibilite de classe 1 et presentees a la surface de la 
cellule. 

ROBINSON et al. decrivent en 1993, dans Vaccine 1 1, 957-960 une 
immunisation de poules contre le virus de I'influenza par des injections 
10 intraveineuses, intraperiloneales et sous-cutanees de plasmide. De 28 % a 100 % 
des animaux ainsi immunises resistent a un "challenge" par une dose letale du 
virus. U est a noter que Tefficacite depend fortement de la vote et du systeme 
utilise pour rinjection et d'un eventuel pretraitement du site d'injection (DANKO 
et al. Vaccine 12, 1499-1502 (1994)). 
1 5 GRAHAM J. M. COX et al ont decrit une methode de vaccination de 

bovins et de souris contre le vims BHV-l par injection d'ADN plasmidique, dans 
J. Virol. 1994 p 5685-5689. On a pu montrer que Tinjection intramusculaire de 
bovins el de souris (dans le quadriceps) d'ADN plasmidique contenant le gene des 
glycoproteines de gl, glll ou gIV de BHV-l suscitait une reponse immuniiaire 
20 dans Tanimal vaccine. La reponse immunitaire depend fortement de la quantite 
d'ADN injecte, et de la giycoprotdine.^ Ainsi, le gene de la proteinc gIV ■' 
provoquait une reponse superieure a celle des proteines gl et glll. 

Aucun des vaccins plasmidiques decrits a ce jour n'est efficace contre des 
maladies virales infectant les pores et autres especes tels que la maladie 
25 d'Aujeszky causee par le virus PRV. 

Le but de la presente invention est de proposer un vaccin plasmidique . 
contre le virus PRV responsable de la maladie d*Aujeszky. 

Ce but est attetnt par un vaccin comprenant au moins un plasmide codant 
pour la glycoproteine glll du virus PRV ou pour une proteine presentant la meme 
30 antigenicite que la glycoproteine glll du virus PRV et un excipient 
pharmaceutiquement acceptable pour celui-ci. 

Un des avantages de cette methode reside dans le fait que cette methode 
est peu onereuse. 

En effet, le plasmide peut etre produit, selon des techniques bien 
35 maitrisees, dans des bacteries telles que E. coli. 

L'extraction de plasnudes est bien cormue et un rendement eleve peut etre 
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obtenu. ^ 

II n'est pas necessaire que le gene introduit dans le plasnnide code pour la 
proteine gill entiere, il suffit qu*il code pour une panic ou un homiologue de la 
proteine glll du PRV qui a la meme antigenicite que la proteine glll c.-a-d. le 
5 meme effet sur le systeme immunoiogique que la proteine glll. En efFet, une 
partie seulement de la proteine glll est identifiee par le systeme immunoiogique 
de Tanimal, les autres parties de la proteine, bien quejouant certainement un role 
dans la vie du vims, ne sont pas essentielles dans la reconnaissance de la proteine 
par Torganisme infecte. 
10 Un autre avahtage est qu'on peui facilement distinguer les animaux 

vaccines des animaux infectds par le virus PRV. En effet, les animaux vaccines ne 
developpent que des anticorps contre la proteine gill tandis que les animaux 
infectes par le virus PRV developpent aussi des anticorps contre d'autres 
proteines du virus. 

1 5 De plus, la methode est sure, car une proliferation de virus vivants n'est 

pas a craindre. Comme on n'injecte qu*une partie bien determinee du genome du 
virus, il n*y a pas d'infection par des vims et done par voie de consequence il ne 
peut y avoir de proliferation de vims. 

Du fait que les cellules musculaires ont une grande longevite et ne 
20 circulent pas dans le corps de I'animal, Texpression locale et continue de I'antigene 
a de faibles concentrations peut stimuler la reponse immunoiogique a long terme. 

La vaccination par le vaccin selon la presente invention peut etre utilisee 
comme outil diagnostique car elle induit la formation d'anticorps 
monospecifiques. Ces anticorps pcuvent etre utilises pour la detection de 
25 Tantigene p.ex. lors des tests BUS A ou autres. 

Un effet surprenant de I'invention reside dans Tefficacite de I'inununisation 
contre le vims PRV, Bien que I'importance de la glycoprotetne glll dans 
rimmunisation soit bien connue^ Tinjection de la proteine glll purifiee ne semble 
pas avoir d'effet prononc6 d'immunisation. . 
30 Z.H. BISEIBUTSU et al decrivent, dans la demande de brevet japonaise 

JP 05/246888, un yaccin contre le vims PRV, a base de la glycoproteine gllT 
purifiee et d'un adjuvant a base d'huile. Cette approche n*est pas utilisee a 
Techelle commerciale. 

A. MATSUDA TSUCHIDA el at montrent dans un article public au J. 
35 Vet. med. Sci. 54(3):447-452, 1992, qu'un melange de glycoproteines gll, glll et 
gIV purifie injecle ensemble avec un adjuvant classique a base d'huile, confere une 
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meilleure protection a des souris centre un challenge par des virus PRV virulents 
que les glycoproteines injectees individuellement. 

II reste a noter que des vaccina employant des proieines purifiees sent, en 
general, ires onereux car les Stapes de purification sonl tongues el compliquees. 
5 Selon un premier nnode de realisation avantageux, le plasmide est le 

plasniide p£Vhisl4gIII. 

Le plasmide pEVhisUglll a Tavantage de comporter un gene conferant 
une resistance a t'ampicilline, de sorte que les bacteries transformees. ayant 
incorpore le plasmide, sont aisement selectionnables en ajoutant de Tampicilline 
10 dans leur milieu de croissance. 

Bien entendu, on peut envisager d*utiiiser d'autres plasmides. II suffit que 
le plasmide comprenne un gene codant pour une proteine ayant la meme 
aniigenicite que la glycoproteine gll! du virus PRV, insere dans le plasmide de 
fa9on a ce qu'il soil exprime dans Torganisme vaccine. Un marqueur lei qu*un 
1 5 gene conferant une resistance a un antibiotique permet de selectionner les 
bacteries transformdes par le plasmide. 

Pour augmenter Tefficacite du vaccin, te plasmide peut contenir outre le 
gene codant pour la glycoproteine glll du virus PRV ou pour une proteine 
presentant la meme antigenicite que la glycoproteine glll du virus PRV, un ou 
20 plusieurs genes codant pour des cytokines. . 

Certaines cytokines sonl connues pour exercer une activite adjuvante sur 
les vaccins. Le fait de les introduire dans le plasmide de fapon a ce qu'elles 
puissent etre exprimees dans les cellules augmentera Tefficacite du vaccin. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le vaccin comprend aussi 
25 un excipient pharmaceutiquement acceptable dans lequel te plasmide est 

incorpore. Le terme "excipient pharmaceutiquement acceptable", menlionne dans 
ce document, se r^fere soil a des milieux liquides soit a des milieux solides 
susceptibles d'etre utilises conune excipient (vehicule) pour introduire le plasmide 
dans I'animal a vacciner. 
30 Citons comme exempte des nulieux liquides, I'eau, le serum physiologique, 

le tampon phosphate-salin, les solutions contenant des adjuvants, des detergents, 
des stabilisants et substances favorisant la transfection, les suspensions de 
liposomes, de virosomes et les emulsions. 

Citons comme exemple des milieux solides, les micrbbilles d'pr 
35 recouvenes de plasmide, destinees a etre projetees par bombardement ("gene 
gun") dans les tissus de Tanimal et les microparticules contenant de TADN, 
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utilisables par voie parenierale ei orale. 

La vaccination par ADN peut etre eveniuellement precedee d'un 
pretraitement du site de vaccination (par ex. utilisation d'un anesthesiant local) de 
fapon a ameliorer son eflicacite. 
5 La presente invention propose egalement un vaccin plasmidique contre le 

virus PRV comprenant une sequence d'acides nucleiques codant pour la proteine 
gill du virus PRV ou pour une proteine presentant la meme antigentcite que la 
glycoproieine glll du virus PRV ou une construction d'ADN comprenant une 
cassette d'expression inctuant : 
10 a) une sequence d'ADN codant pour un polypeptide contenant au moins un 
determinant aniigenique de la glycoproteine glll ou un fragment 
immunogenique de celle-ci, et 
b) des sequences de controle reliees operativement auxdites sequences codantes 
oil ladite sequence codanie peut etre transcrite et traduite dans une cellule et 
1 5 ou lesdites sequences de controle sont homologues ou heterologues a ladite 

sequence codante, <■' 

Avantageusement. Ic vaccin plasmidique contient un ou plusieurs genes 
codant pour des cytokines. 

Selon encore un autre aspect de la presente invention, on propose 
20 d'utiliser le plasmide pEVhisHglll dans la fabrication d'un vaccin. 

On propose egalement d*utiliser le plasmide pEVhisHglll dans la 
fabrication d'un vaccin contre le virus PRV. 

L*invention est decrite plus en detail, a litre d'illustration, dans les 
exemples qui suivent. 
25 Exempie 1 . Obtention d'un vaccin. 

Le vaccin a etc obtenu en trois etapes» comprenant la construction d'un 
plasmide (pEVhisUglll) contenant le g^ne de la glycoproteine gill du virus PRV, 
la production de ce plasmide dans des bact^ries transformees et la formulation du 
vaccin comprenant le plasmide et un excipient pharmaceutiquement acceptable. 
30 Etape A : Construction d*un plasmide (pEVhisHglll) contenant le g^ne de la 
glycoproteine gill du virus PRV. 
L'ADN du plasmide pEVhisHglll a ete obtenu de I'lnstitute for Animal 
Science and Health, (ID DLO, Lelystad, NL). II comprend le gene de la 
glycoproteine glll du virus PRV, sous controle du promoteur HCMV el le g^ne 
3 5 marqueur de la resistance a rampicilline: il est utilise en tant que vaccin a ADN 
(ADN"*^). La carte du plasmide est donnee a la Figure 1 . 
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Le plasmide a ete depose conformement au Traite de Budapest le 
16 novembre 1995 a la collection nommee "Belgian Coordinated Collections of 
Microorganisms - Laboratprium voor Molecuiaire Biologie - Plasmiden collectie" 
(LMBP). Universiteit Gent. K.L. Ledeganckstraat 35 Gent, Belgique B • 9000 
5 sous le numero d'accession LMBP3377. 

Etape B : Production du plasmide dans des bacteries transformees. 
Preparation de cellules d'E. coli traitees au RbCl. , ■ . 

Avant d'etre transformees, les cellules d' E. coli, souche DH 5* (Gibco) 
ont ete soumises a un traitement au RbCI pour augmenter Tefficacite de la 

10 transformation. La procedure qui a ete suivie, a I'exception pres que nous avons 
utilise une souche E. coli DH 5a, est decrite dans le bulletin dinformation "The 
NEB transcript", vol. 6(1 )p7, may 1994, 6d\te par NEW ENGLAND BIOLABS, 
Inc., Beverly, MA01915. - 
Transformation de cellules d*E. coli trailees au RbCI. 

15 100 ^l de cellules trailees au RbCI et 1 ^1 de solution d'ADN contenant 

250 ng de plasmide pEVhisMglll ont ete incubes pendant 10 minutes sur de la 
glace (a 0 **C) et ensuite pendant 5 minutes a 37 °C. Le melange a ensuite ete 
transfere dans 2 ml de milieu RB (bactopeptone 1 % (pA^), extrait de levure 0.5 % 
(p/v), NaCI 1 % (p/v)) et incube entre 30 minutes et 2 heures a 37 **C sous 

20 agitation: Uabreviation % (p/v) represente un pourcentage exprime en poids par 
volume; 

100 el 500 pi de la culture de cellules ont etd etales sur une boite de Petri 
contenant un milieu RB + ampicilline 100 pg/ml + agar 2 % (p/v). 
Mini preparation d'ADN plasmidique pEVhisMgUL 

25 Les colonies obtenues ci dessus ont d'abord ete utilisees pour effectuer des 

mini preparations afin de verifier la production et la structure du plasmide 
pEVhisHgllL Des colonies tndividuelles ont ete mises en culture pendant une 
nuit dans 2 ml de milieu RB + ampicilline 100 pg/ml. 

Les cultures ont ete traitees ensuite comme decrit dans "Molecular 

30 cloning, a laboratory manual", J. Shambrook, E.F.Fritsch et T. Maniatis, Cold 

Spring Harbor Laboratory Press (1989) sous le chapitre "Small scale preparations 
of plasmid DNA", § 1 .21 1.28 a Texception pres que pour les etapes 1 4, les 
centrifugations ont ete faites a temperature ambiante et que la composition de la 
solution III a ete modifiee de fa^on a contenir de Tacetate de sodium 3 M, a pH 

35 4,8. 

Les culots ont eie seches sous vide et repris dans 100 a 200 pi d'eau 
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(filtree sur appareil Milii Q, Millipore, USA) sans traitement par la RWAse. 

L*analyse par digestion au moyen de diverses enzymes de restriction, suivi 
d'une electrophorese sur gel d'agarose a pertnis de verifier la conformite du 
plasmide (voir aussi "Molecular cloning, a laboratory manual". J. Shambrook, 
5 E.F.Fritsch et T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), §6). 
Mali-preparation d'ADN plasmidique pEVhisHglll. 

Afin d'obtenir de TADN plasmidique en quantity suffisante pour les 
vaccinations, I'ADN plasmidique a ete produit en plus grande quantite selon un 
des deux modes operatoires suivants. 
10 Une suspension de E. coli transforme par le plasmide pEVhisUglll est 

incubee pendant une heure dans 2 ml de milieu RB et ensuite repartie dans 1 a 4 
flacons de 400 ml de milieu RB contenant de rampicilline a raison de 100 ng/ml. 
Les cultures ont ete incubees pendant une nuil a 37 sous agitation a environ 
1 50-200 tours par minute. 
15 Les cultures ont 6x6 centrifugecs dans des tubes Nalgene de 500 ml 

pendant 7 minutes a 8 670 g. Toutes les centrifijgations ont ete cfFectuees dans 
une centrifugeuse Beckman modelc J2-2 1 . 

Le sumageant a ete ^limin6 et le culot a ete remis en suspension dans 10 
ml de solution I (glucose 1 % (p/v); tris-HCI 25 mM; pH = 8.0; EDTA 10 mM; 
20 lysozyme 1 % (p/v)) et transvase dans un tube Nalgene de 40 ml, Le tube a ete 
laisse pendant 5 minutes a temperature ambiante Ensuite 10 ml de la solution 2 
(NaOH 0,2 M; SDS (sodium dodecyl sulfate) 1 % (p/v)) ont ete ajoutes, les tubes 
ont ete agites et laisses pendant 5 minutes a temperature ambiante. lOmlde 
solution 3 (acetate de sodium 3 M; pH = 4,8) ont ^e ajoutds et les flacons ont ete 
25 agites puis centrifuges pendant 30 minutes a 48 400 g k 0 **C. 25 ml du 

sumageant ont 6ii transvases dans un tube Falcon de 50 ml recouvert de six 
couches de gaze. Si necessaire, le volume peut etre ajuste avec du TE (tris-HCl 
10 mM; pH = 8,0; EDTA I mM) Ensuite, on a ajoute 15 ml d'isopropanol a 
temperature ambiante, agite et transfere le melange dans un tube Nalgene de 40 
30 ml. Apres centriftigation pendant 15 minutes a 48 400 g a 0 °C, le sumageant a 
ete elimine. Apres avoir bien draine le liquide et dissout le culot dans 5 ml de TE, 
les suspensions ont ete incubees pendant 30 minutes a 37 ''C sous agitation en 
presence de RNase A a une concentration finale de 0,1 mg/ml. Ensuite on a 
ajoute 10 ^l de proteinase K en solution (10 mg/nU) et incube pendant 30 minutes 
35 i 37 °C minimum sous agitation. 

Les colonnes TIP 500 QIAGEN (QIAGEN, INC , CA, USA) ont ete 
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equilibrees par 10 ml dc tampon QBT (NaCl 750 mM; MOPS 50 mM; ethanol 15 
% (v/v); Triton X-1 00 0, 1 5 % (v/v); pH = 7,0) par un ecoulement sous simple 
gravite. Uabreviation MOPS represente I'acide sulfonique 3-(N- 
morpholino)propane. Les echantillons ont etc deposes sur les colonnes, et les 
5 colonnes ont ete lavees 6 fois par 10 ml de tampon QC (NaCI 1 000 mM; MOPS 
50 mM; ethanol 1 5 % (v/v); pH = 7.0). Apres elution par 20 ml de tampon QF 
(NaCI 1 250 mM; MOPS 50 mM; ethanol 15 % (v/v); pH = 8,2). la solution a ete 
recuperee dans des tubes Nalgene de 40 ml, 1 4 ml d'isopropanol ont ete ajoutes a 
temperature ambiante. Apres agitation, le melange a ete centrifuge pendant 15 

1 0 minutes a 48 400 g a 0 Le sumageant a ete ^limine et le culot a ete seche 
sous vide et repris dans 500 ^l d'eau Milli-Q. Apr^s trois extractions du 
sumageant par 500 pt de phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1, v/v/v) 
et une extraction par un volume d'ether, I'ADN a ete precipite avec 50 ^1 d'acetate 
de sodium 3 M et 0,7 ml d'isopropanol. Apres centrifijgation pendant 10 minutes 

15 a 0 °C a 1 8 320 g, le culot a ete lave avec 1 ml d'^hanol a 70 % (v/v). Le 

sumageant a ete elimine apris une centrifligation de 10 minutes a 1 8 320 g a 0 °C 
et le culot comprenant TADN plasmidique a ete seche sous vide et mis en solution 
dans 500 ^1 d*eau Milli-Q. L*abreviation % (v/v) represente le pourcentage de 
volume par volume. 

20 Une autre m^thode pour produire de I'ADN plasmidique en grande 

quantite en utilisant des colonnes PZ523 (5 Prime -> 3 Prime, INC.. Boulder, 
CO., USA), est reprise ci-desspus. 

Les cultures de 400 ml ont ete centriftjgees pendant 10 minutes a 8 670 g 
dans un godet Nalgene de 500 nU (Bcckman J2-21). On a ajoute 10 ml de 
25 solution 1 (glucose I % (p/v); tris-HCl 25 mM pH = 8; EDTA 10 mM; lysozyme 
? - I % (p/v) (SIGMA)) et on a uansvasd 10 nrU de ce melange dans un autre tube 

Nalgene de 40 ml. Apres incubation pendant 5 minutes a temperature ambiante, 
f. on a ajout6 10 ml d'une solution 2 (NaOH 0,2 M; SDS 1 Vo (p/v) fraichement 

preparee. Apres legere agitation, le melange a ete incube pendant cinq minutes 
30 sur de la glace. Apres ajout de 10 ml de solution 3 (acetate de sodium 3 M; pH = 

4,8) froide et centrifligation du tube pendant 20 minutes a 0 °C a 48 400 g, le 
• - sumageant, environ 25 ml, a ete transvase dans un tube Falcon de 50 ml recouvert 
de six couches de gaze. Apres avoir ajoute 1 5 ml d'isopropanol, les 40 ml 
d'echantillon ainsi obtenus ont etc transvases dans un autre tube Nalgene de 40 ml 
35 et centrifuges pendant 20 minutes a 0 '*C a 48 400 g. Le sumageant d'isopropanol 
a ete elimine, le culot obtenu a ete lave avec I ml d'ethanol a 70 % (v/v) el le 
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liquide a ete bien draine. Le culot a ete resuspendu dans 5 ml de TE auquel on a 
ajoute 50 ^l de RNase A (solution a 10 mg/ml) el incube pendant 30 minutes a 
37 °C sous agitation. 10 ^l de proteinase K (solution a 10 mg/mJ) ont ete ajoutes 
et le melange a ele incube pendant au moins 30 minutes a 37 °C sous agitation. 
5 Pour les deux extractions consecutives au phenol/chloroforme/alcool isoamylique 
(25/24/1, v/v/v), 5 ml de cette solution de phenol ont ^te ajoutes dans un tube 
Greiner i visser, puis rechantillon. Apres legere agitation pendant 20 a 30 
secondes pour melanger, la solution a ete centrifiigee pendant 5 minutes a 3 920 g 
dans un rotor de type "swinging bucket". Apres avoir passe la solution dans un 
10 lube Nalgene, 1 ml d*ac6tate d'ammonium 7,5 M et 10 ml Methanol absolu ont ete 
ajoutes. Apres centriftigation pendant 20 minutes a 0 ^'C a 48 400 g (Beckman 
J2-21); le culot a ete lave avec 1 ml d'ethanol a 70 %, puis seche sous vide et 
remis en suspension dans 1,8 ml de solution 4 (Tris 10 mM; EDTA I mM; NaCI I 
M). 

1 5 Apres avoir ote le bouchon superieur puis le bouchon inferieur de la 

colonne, celle-ci a ete pos6e sur un tube de collecle et ensuite centrifugee pendant 
I minute a 980 g. Le tube de collecle ayant recueilli le tampon d'equilibrage a ete 
elimine. La colonne a ete placee sur un autre tube de collecle et I'echantillon 
dissous ( 1 ,8 ml) a ele depose au sommet de la resine. La colonne a ^e 

20 centrifiigee pendant 12 minutes a 980 g dans un rotor de type "swinging bucket". 
La solution plasmidique recueillie a etc divisee en deux tubes Eppendorf auxquels 
on a ajoute 600 ^1 disopropanbl. Apres centrifugation pendant 15 minutes a 18 
320 g (centrifiigeuse SIGMA 2K 1 5), le culot a ete lave avec 300 ^l d'ethanol a 70 
% (v/v) et seche sous vide. Le culot comprenant TADN plasmidique est remis en 

25 solution dans 500 pi d'eau Milli-Q (Millipore USA) et conserve au froid jusqu'a 
la vaccination. 

En ce qui conceme la preparation du plasmide ADN**", environ 1 1 mg ont 
ete prepares selon la meihode utilisant les colonnes PZ523 et environ 16 mg en 
ulilisant les colonnes Qiagen. Ces deux preparations ont ete melangees et mises 
30 en oeuvre pour les exemples decrits. 

Etape C : Formulation du vaccin comprenant le plasnude et un excipient 
pharmaceutiquement acceptable. 
Le culot d'ADN plasmidique etant remis en solution dans de Teau, la 
concentration en ADN a ete d^erminee par depot sur gel d'agarose et revelation 
35 au bromure d'elhidium (voir "Molecular cloning, a laboratory manual", J. 

Shambrook, E.F.Frilsch et T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press 
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(1989). § 6 et appendix E et Winnacker E L. "From genes to clones". VCH 
( 1 987), § 2, 1 -2.2.). La concentration en ADN a ete ajustee de fa^on a se siluer 
entre 0.3 et 1 jig d'ADN par ^1 d*eau. 

Exemple 2 : Utilisation du vaccin plasmidique chez la souris pour stimuler 
5 I'induction d'une reponse en anticorps et d*une reponse de cellules T 

cytotoxiques. 

L'experience menee chez la souris pour prouver I'efficacite du vaccin 
plasmidique requiert la construction d*un plasmide temoin derive du plasmide 
pEVhisl4gIIl, en prealable a I'lmmunisation des animaux et a Tanalyse de la 
1 0 reponse immunitaire. 

Etape 1 : Construction d'un plasmide derive du plasmide pEVhisMglll par 
deletion de la sequence codante du gene gin. 
Un plasmide derive du plasmide pEVhisMglll par deletion de la sequence 
codante du gene de la glycoprotdne gin a 6t6 utilise en lant que controJe negatif 
1 5 (pEVhisNglli* , ADN"). Ce plasmide delete a ete obtenu de la maniere suivante 
: ie plasmide pEVhisMglll a etd digere par les enzymes de restriction Asp 718 et 
EcoRV, L'ADN a 6i6 ensuite traite a I'aide d'ADN polymerase T4 pour obtenir 
des fragments a bouts francs. L*ADN ainsi obtenu a ei6 ligature a I'aide de I* 
ADN ligase T4 (voir "Molecular cloning, a laboratory manual", J. Shambrook, 
20 E.F.Fritsch et T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). § 1.53 
1.73). . . . . 

En ce qui conceme la preparation du vaccin contenant Ie plasnude delete, 
les memes etapes ont ete suivies que celles ddcrites pour le plasmide ADN"*", a 
I'exceptipn pres que lors de la production du plasmide pEVhisl4gIII par maxi 
25 preparation, les colpnnes PZ523 ont ete utilisees uniquemeht. 
Etape 2 : Irnmurtisations des souris 

5 groupes de 6 a 10 souris femelles de la souche consanguine Balb/c agees 
de 16 a 18 semaines a la premiere injection, ont ete utilisees 

Les souris doivent etres consanguines pour mesurer les reponses de 
30 cellules T cytotoxiques (CTL) car la compatibilite du complexe majeur 

d'histocompatibilite (MHC) entre les cellules T cytotoxiques et les cellules cibles, 
- des cellules (fibroblastes) 3T3-swiss albino (haplotype H-2D) doit etre 
garantie. Les cellules cibles ont ete cultivees dans un milieu DME a 10 % (v/v) 
de serum de veau foetal. 
35 L'ADN plasmidique du plasnude pEVhisl4gIII, contenant le gene de la 

glycoproteine glll du virus PRV, a ete utilise en tanl que ADN positif, (ADN**") 
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tandis que le plasmide equivalent, sans le gene glll, (ADN"), a ete utilise en tant 
que controle negatif 

100 \xg d'ADN ont ete injectes dans chaque souris de maniere 
intramusculaire, dans I*arriere train superieur gauche et droit, en deux portions 
5 contenant de 50- 1 50 ^1 de solution aqueuse, selon le protocoJe d'immunisation 
sutvant. 

Le groupe I comprenant 10 souris marquees par un code colore, a et6 
vaccina quatre fois, a la semaine 0 (ADNj"^) a la semaine 3 (ADN2^X a la 
semaine 5 (ADN3"^) et a la semaine 10 (ADN4"*^) avec de rADN+. Du serum, 
10 sADN3'^, a etc preleve 2 jours avant la demi ere injection, du serum sADN4"^ a 
ete preleve 6 jours apres le premier prelevement c.-a-d. 5 jours apres la demiere 
injection ADN4'*'. 

La semaine 11, les cellules de la rate ont 6te prelevees et restimulees in 
vitro. Les tests CTL ont ete effectues 4 jours plus tard. 

1 5 Le groupe 2 comprenant egalement 1 0 souris marquees par un code 

colore, a ete vaccine trois fois, a la semaine 0 (ADNj"'^), a la semaine 3 (ADN2^) 
et a la semaine 5 (ADNj"^) avec de l'ADN+. Du serum, sADN2^, a ete preleve 2 
jours avant la demiere injection et du serum sADN3^ a ete preleve a la semaine 9 
c.-a-d. 4 semaines apres la derniere injection ADN3"*'. 

20 La semaine 9, les cellules de la rate ont 6te restimulees in vitro. Les tests 

CTL ont ete efFectu6s 6 jours plus tard. 

Le groupe 3 comprenant 8 souris marquees par un code colore, a ete 
vaccine seulement deux fois, a la semaine 0 (ADN i"*") et a la semaine 3 (ADN2'*^)- 
Du serum, SADN2"*", a ete prelev6 2 semaines apres la demiere injection et a la 

25 semaine 9. 

La semaine 9, les cellules de la rate ont ete restimulees in vitro. Les tests 
CTL ont ete effectues 6 jours plus tard. 

Le groupe 4^ ou groupe de controle, comprenant 10 souris marquees par 
un code colore, a 6te vaccine trois fois avec de I'ADN*, a la semaine 0 avec 200 
30 ^g d'ADN- (ADN I"), a la semaine 2 avec 1 00 pg (ADN2:) et k la semaine 7 avec 
1 00 pg d'ADN- {ADN3-) Du serum, SADN2", a ^tc preleve 2 jours avant la 
demiere injection et du serum SADN3' a ete preleve k la semaine 8 c.-a-d. 1 
semaine apres la derniere injection ADN3". 

La semaine 8, les cellules de la rate ont ete prelevees et restimulees in 
35 vitro. Les tests CTL ont ete effectues 4 jours plus tard. 

Le groupe 5 (groupe temoin positiO, comprenant 6 souris. a ete vaccine 
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trois fois avec du virus vivanl, souche NIA3 M207 (obtenue de I'lnstitute for 
Animal Science and Health, ID-DLO. NL) a la dose de lO^ PFU (Plaque Forming 
Unit) par souris et par injection dans les cous de pied, a la semaine 0» a la semaine 
16 et a la semaine 17. 

5 Du serum a ete preleve 2 jours apres la deuxieme injection. Un melange 

de serum provenant de 5 animaux a ete utilise pour les analyses. 

La semaine 1 8, les cellules de la rate ont ete prelevees et restimulees in 
vitro. Les tests CTL ont ete effectu^s 4 jours plus tard. 
Etape 3 : Analyse de la reponse immunitaire humorale et cellulaire (test CTL). 
I Q Selon le cas, les animaux ont ete euthanasies et la rate a ete prelevee dans 

des conditions aseptiques entre 7 jours et jusqu'a six semaines apres la demiere 
injection d'ADN' 

Partie A - Mise en culture et restimulation in vitro des efFecteurs 

Les souris vaccinees et les souris tcmoins ont ete euthanasiees par 

1 5 dislocation cervicale et rincees a Talcool (70 % v/v). Les rates de ces animaux ont 
ete ddposees dans une boite de Petri contenant du PBS (Gibco) et ont ete 
ecrasees dans ces boites a Taide d'une gaze en Nylon et d'un tube en plastique 
recourbd. L'elimination des agregats et du tissu conjonctif entourant la rate s'est 
faite par filtration (au travers de la gaze en Nylon) du broyat obtenu. Apres une 

20 centrifiigation a 220 g pendant 4 minutes, le culot a ete recup6re et les 

erythrocytes ont 6te lyses par ajout de 4 ml/rate de solution sterile ACK (0, 15 M 
NH4CI. I mM KHCO3, 0, 1 mM NaEDTA, pH = 7,2-7,4). 

Ensuite, deux lavages ont ete realises avec du milieu efFecteur sterile 
[compose de milieu DME (Dulbecco's modified Eagle, Gibco), complete par 10 

25 % (v/v) de serum de veau foetal (Gibco), 1 % (v/v) de L-glutamine 200 mM 
(Gibco), I % (v/v) de la solution d*antibiotique penicilline-streptomycine 
(peniciiiine a 10 000 U/ml et streptomycine a 10 000 >ig/ml (Gibco), 10 mM de 
tampon HEPES (pH = 7,4) (Sigma), 2 x lO'^ M de 2-mercaptoethanol (Gibco). 2 
mM de pyruvate de sodium (Merck)]. Les cellules ont ete remises en suspension 

30 a raison de 5 x 10^ cellules par ml dans ce milieu sterile. Les cellules de rate sont 
reparties pour \&xt mise en culture in vitro dans des flacons de culuire de 25 cm^ 
(Falcon) au taux de 25 x 10^ celiules/flacon. Une partie de ces cellules a re^u une 
restimulation in vitro par ajout d*une des souches virales citees plus haut avec une 
multiplicite d*infection (MOl) egale a 2 et les autres ont servi de temoins non 
35 restimules, Ces flacons ont etc disposes venicalement dans un inciibateur 

pendani 4 a 7 jours (a 37 3 % (v/v) de CO2 et une humidite superieure a 90 
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% de la saturation) comme decrit plus haut. 
Partie B - Le test CTL. 

Les cellules de la lignee histocompatible (fibroblastes) 3T3-swiss albino 
(haplotype H-2D) sent utilisees comme cibles. 
5 Le test CTL comporte plusieurs etapes : 

a) Les cellules cibles ont ete infectees ou non par une souche du virus Aujeszky 
(N1A3 M207) a une MOI egale a 10. les cellules infectees etant designees CV+ 
et les cellules non infectees CV*. Quatre-vingt-dix minutes plus tard, le 
marquage des cellules cibles en suspension a debutd (voir plus loin - Marquage 

10 a I'Eu des cellules cibles (3T3) en suspension. 

b) Quant aux effecteurs mis en culture in vitro 4 a 7 jours (comme decrit plus 
haul) auparavant, ils ont ^te repris dans des flacons de culture, laves 2 x avcc 
du milieu effecteur et comptes pour etrc remis en suspension a raison de 5 x 

1 0^ cellules/ml. Six heures apres le debut de I'infection des cellules cibles, 
15 celles-ci ont el6 mises au contact des effecteurs (parmi lesquels des 

lymphocytes TJ. Dans une plaque de 96 puils a fond rond, 5 000 cellules 
cibles dans 50 ^l de milieu effecteur (marquees a I'Eu et infectees ou non) ont 
ete deposees sur respectivement 500 000, 250 000, 125 000, 62 500, 3 1 250, 
15 625 effecteurs dans 100 ^l (c.-a-d. des rapports effecteurs/cibles allanl de 
20 100/1 a 3/1). Des repetitions (3 ou 4 fois) sont effectuees pour chaque 

condition. La plaque a ete ceiitrifugee a ± 50 g pendant 4 minutes et mise a 37 
*C durant 4 heures. devaluation de la quantile de cellules cibles lysees par les 
lymphocytes Tc a ete effectuee par un prelevement de surnageant apres une 
nouvelle cenlrifugation de 4 minutes a ± 50 g. Celui-ci a ete depose dans une 
25 plaque de 96 puits a fond plat dans 200 ^l d'une solution amplificatrice de la 

fluorescence (DELFIA* Enhancement solution, Pharmacia, Sweden) dans le 
cas du marquage a TEu. Le comptage au fluorimetre (delayed-time 
fluorimeter, 1234 DELFIA Recherche. Wallac) a ete effectue* 12 heures plus 
tard en ayant pris soin de mettre les plaques contenant le melange k I'obscurite 
30 et a temperature ambiante. 

La quantification de la lyse specifique (en %) a ete estimee a I'aide de la 

formule suivante : 

Liberation experimentale - bruit de fond 

X 100 = Lyse specifique (%) 

35 Liberation maximale - bruit de fond 

Partie C - Marquage a I'Eu des cellules cibles en suspension. 
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Ce type de marquage est d'application tant pour des cellules se 
developpant en suspension que pour des cellules adherentes. 

Des flacons de culture a confluence maximale ont ete utilises pour les 
differents marquages des cellules cibles 3T3. 
5 Le flacon de culture contenant les cellules cibles 3T3 adherentes a ete 

debarrasse de son milieu de croissance et lave 1 x avec du PBS (Gibco). 5 ml de 
trypsine-EDTA (Gibco) a 37 X ont tt6 deposes dans le flacon sur le tapis 
cellulaire. Au bout d'une minute, les cellules ont ete decrochees par petits coups 
sees sur le flacon. Le decrochage complet realise, 7 ml de milieu effecteur sterile 
10 [decrit au-dessus) ont ele ajout^. Les cellules ont 6i6 lavees 1 x avec une 

solution composee de tampon HEPES [50 mM HEPES (acide (hydroxy-2-ethyl)- 
4-pipera2inyl-l,2-^thanesulfonique) (pH = 7,4), (Sigma); 93 mM NaCI (Merck); 5 
mM KCI (Merck); 2 mM MgCl2.6H20 (Merck)] et remises en suspension a 
raison de 6 x 10^ cellules/ml dans ladite solution. Le comptage de cellules 
1 5 vivantes a ele effectue avec du Bleu Trypan (solution a 0,4 % (p/v), Sigma). 
^ Un ml de cette suspension a ete complete par : 

- 750 Ml de la solution du tampon HEPES (pH 7,4). 

- 200 pi de la solution d'Eu-DTPA (1,52 ml de la solution standard d'Eu (I 000 
Mg/ml dans 1 % (v/v) d'acide nitrique) (Aldrich); 8 ml de la solution du tampon 

20 HEPES (pH 7,4); 0,5 ml de DTPA acide diethylene iriaminepentaacetique 
(Merck) a 3.93 g dans 100 ml de la solution du tampon HEPES) et apres 2 
minutes, par 100 ^1 de sulfate de dextran (50 mg sulfate de dextran, M.W. = 500 
KDa, Pharmacia dans 10 ml de la solution du tampon HEPES). 

Trenle minutes ont 6i6 necessaires au marquage a temperature ambiante. 

25 Pendant ce marquage^ les tubes ont ete agites faiblement toutes les 10 minutes. 

Apres quoi, 7 ml de tampon de reparation [0.588 g de CaCl2.2H20 (Merck); 1,8 
g de glucose (Merck) dans 1 litre de la solution tampon HEPES pH 7,4]; 3 ml de 
milieu effecteur (voir plus haul) et 12 ^1 d'ADNase a 1 7 000 unites/ml 
(Boehhnger Mannheim) ont ete ajoutes. Urie pause de 8 minutes a ete observee. 

30 Ensuite, un lavage avec le milieu effecteur a ete suivi d*un coussin de FicoU-Paque 
(FicoU et diatrizoate de sodium, Pharmacia LKB). Pour ce faire, les cellules ont 
ete resuspendues dans 5 ml de milieu effecteur dans un tube de 50 ml (Falcon), et 
5 ml de Ficoll-Paque ont ete deposes dans le fond. 

Apres quinze minutes de centrifiigaiion a 800 g et 20 **C, la partie 

35 superieure de la solution dans le tube jusqu'a I'interface comprise a ete recuperee. 

Les cellules ont ete debarrassees de toutes traces de Ficoll-Paque par un 
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lavage avec le milieu effecteur. Apres compiage, les cellules bnt ete remises en 
suspension a une concentration de 105 cellules/ml. 

Pour revaluation du marquage. 5 000 cellules cibles ont ete deposees dans 
une plaque de 96 puits a fond rond en presence de 100 ^1 de milieu effecteur pour 
5 determiner la quantitede bruit de fond del'Eu. 

La meme quantity de cellules a ete deposee dans 100 \i\ de Triton X-100 
( I % v/v. Merck) pour la liberation maximale dTEu. Apres une centrifugation de 4 
minutes a 50 g, 20 ^1 de sumageant ont etd preleves ct deposes dans 200 ^l d'une 
solution amplificatrice (voir plus haut) de la fluorescence et la plaque de 96 puits 
10 a fond plat a ete passeeaufluorimetre (1234 DELFIA Recherche. Wallac)apre^ 
une incubation de 1 heure dans I'obscurite de fa9on a attcindre une lecture stable. 
Partie D - Resultats du test CTL. 



Printed from Mimosa 



wo 97/23502 



- 19- 



PCT/EP96/056n 



Tableau 2 : Comparaison de la lyse specifique des splenocytes avant et apres 
passage sur un gradient Ficoll-Paque. 



Groupes/in vitro/cibles 



Lyse specifique (en %) 
± deviatioa standard (en %) 



100/1 I SO/1 125/1 



Rapport E/C 
12/1 



16/1 



1 3/1 



Groaoe 5 




SB++/MOI 2/CV+ 
Avant Ficoll 


37,6 
± 10,0 


22,9 
±5,8 


16,1 
±4.7 


8.4 

±2,2 


3,8 
± 1,2 


-0,5 
±0,2 


4 


SB+"^^/MOI 2/CV*- 
Aores Ficoll 


42,2 
i 16,4 


35,5 
± 12,2 


20,3 
±6,4 


17,0 
±6,9 


9,1 
±3,3 


1 1,4 
±4,5 


4 


Groune 1 


ADN4-^/V-/CV- 
Avant Ficoll 


±\,6 


6.1 
±1,1 


2,8 
±0,4 


±0,3 


-0,7 
±0.1 


-0,9 
±0,2 


4 


ADN4-^/V-/CV 
Apres Ficoll 


9,2 
±1.6 


9,1 

± 1,5 


5,5 
±0,6 


2,7 
±0,5 


1,9 

±0.2 


U2 
±0.2 


4 


ADN4+/V7CV+ 
Avant Ficoll 


11,9 
±4,0 


9,3 
±3.5 


1,8 

±0,6 


-2,1 
±0,6 


-2.7 
±0,8 


-3,6 
±1.0 


4 


ADN4W/CV+ 
Apres Ficoll 


31.8 
± 14.2 


49,4 
± 20,3 


45,6 
±23,8 


20,6 
±9,0 


19,8 
±9.0 


10.7 
±4,7 


4 


ADN4'*-/MOI 2/CV- 
Avanl Ficoll 


-0,3 
±0,1 


-0.7 
±0,1 


-1,0 
±0,2 


-0,6 
±0,1 


-1,3 
±0,2 


-1,2 
±0,2 


4 


ADN4"^/MOI 2/CV- 
Apres Ficoll 


-2,0 
±0.3 


-1.6 
±0,2 


-1,2 
±0,2 


-2,7 
±0,4 


-1,1 
±0.1 


-1,3 
±0,2 


4 


ADN4+/MOI 2/CV+ 
Avant Ficoll 


-5,3 
± L6 


-6,2 
± 1,6 


-5.4 
±1,4 


-5,1 
±1.5 


-4.1 
± 1,1 


-3,3 
±0,9 


4 


ADN4'*^/M0I 2/CV^ 
Aor^s Ficoll 


15.4 
±6,6 


12,8 
±5,8 


19,1 

±8,6 


15,3 
±7,2 


7.6 

±2,9 


22.9 
± 13,3 


4 


Grouoe 4 


ADN3-/MOI 2/CV+ 
Avant Ficoll 


-5.5 
±1,7 


-5.2 
± 1,5 


-3,9 
±1,2 


-3,3 
±1,1 


-3,9 
±K2 


-3.7 
± 1,3 


4 


ADN3-/MOI 2/CV+ 
Apres Ficoll 


-10,3 
±4,2 


-5,8 
±2,1 


-7,8 
±3,4 


-2,4 
± 1,1 


-3,5 
± I;3 


6,5 
±2,8 


4 



Notes explicatives concemant les traitements de restimulation in vitro et la 
preparation des cibles. 
5 V~ : . cellules de rate mises en culture in vitro en I'absence de virus 
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MOI 2 : cellules de rate mises en culture in vitro et restimulees par ajoul de 
virus vivant (N1A3 M207) avec une multipiicite d'infection (MOl) 
egale a 2. 

CV- : cellules cibles non-infectees, marquees a {'Europium 
5 CV^ : cellules cibles infectees par le virus NIA3 M207 a une MOI egale a 
10, et marquees a I'Europium 
SB*^ : groupe 5. temoin positif vaccine par du virus vivant 
ADN4'*' : groupe I, animaux injectes 4 fois avec TADN"*" 
ADN3* : groupe 4, animaux injectes 3 fois avec I'ADN" 
10 n : nombre de repetitions 

La lyse des cellules cibles non infectees s'est situee entre 0 et 9 % et n'^tait 
pas affectee par le passage sur le gradient de Picoll-Paque. Par contre, le temoin 
positif (groupe 5), aussi bien avant que apres traitement FicoU a presente un taux 
de lyse cellulaire significativemeni positif Les pourcentages de lyse des cibles 
! 5 infectees etaient augment^s par le passage sur Ficoll-Paque pour les animaux 
inununises avec TADN. 

Le test CTL du groupe I , injccte 4 fois avec l ADN+ {ADN4'^) a montre 

une activite lytique. 

Le test CTL du groupe 2, injecle 3 fois avec !' ADN+ (ADN3-*-) n'a pas 

20 montre d'activite lytique. 

Le test CTL du groupe 3, injecle 2 fois avec 1' ADN"*" (ADN2*^) n'a pas 

montre d'activite lytique. 

Le test CTL du groupe 4. injecte 3 fois avec I'ADN" (ADN3-) n'a pas 

montre d'activite lytique. 
25 Bien entendu d'autres frequences el d'autres intervalles sont envisageablw. 

ainsi que d'autres dosages et voles d'immunisation. 

Partie E - Analyse de la reponse immunologique humorale. 

Le serum a ete collecie deux fois au cours de rexperience. la demiere 

collecte se faisanl juste avant le sacrifice des animaux pour I'obtentipn des cellules 
30 de la rate en vue d'un test CTL, et les reponses anticorps ont ete mesurees par 

- un test de seroneutralisation du virus PRV (SN) 

- un test immunoenzymatique (ELISA) pour la mesure dans le serum de souris 
des anticorps diriges contre un extrait de toutes les glycoproteines PRV. 

Le lest de seroneutralisation du vims PRV a ete effectue selon le mode 
35 operatoire qui est repris ci-dessous. - 

Des cellules PD5 (SOLVAY-DUPHAR, NL) el des virus de la souche 
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Bartha K6 1 (SOLVAY-DUPHAR, NL) ont ete utilises. L'experience a ete 
realisee dans des plaques a 96 micropuits a fond plat de Greiner (France). 

Le milieu dans lequel le tesi SN a ete effectue avait la composition 
suivante : 340 ml Milieu essentiel Eagle minimum (Flow). 100 ml hydrolysat de 
5 lactalbumine 2.5 % (p/v); 5-10 ml de NaHC03 i 5,6 % (p/v) et 50 ml de semm 
de veau foetal (Gibco). 

Le serum a tester a ete dilue en serie de 2 en 2 dans le milieu, les dilutions 
allant de 1 :2 a 1 :4096 (50 ^1 de serum + 50 ^1 de milieu chaque fois), dans la 
plaque a 96 puits a fond plat (Greiner). Chaque echantillon a 6i6 teste en double. 
10 Le virus a ete dilue a 100 TCID50 (tissue culture infectious dose at 50 %) 

dans 0,05 ml de milieu et 50 pi de cette solution diluee de virus ont ete ajoutes a 
chaque puit. Le melange seruni/virus a ete incube pendant 24 heures k 37 °C. 50 
^1 de la suspension de cellules PD5 ayant une concentration de 4 x 10^ cellules/ml 
ont ete ajout^ a chaque echantillon de serum/virus. Les plaques ont ensuite ete 
15 incubees a 37 °C pendant 5 jours. 

Les resultats ont €st6 observes au microscope et les titres ont et6 calcules 
en prenant rinverse de la dilution qui correspond a 50 % de la dilution limite. 

Le virus a ete contrdle en incubant un echantillon de virus dilue pendant 
24 heures a 4 *C et un autre echantillon de virus pendant 24 heures a 37 **C. Les 
20 deux suspensions de virus ont ete diluees (v/v) avec le milieu du test SN (voir 
plus haut) 1 : 1 0; 1 : 1 60 et 1 : 1 000. Puis. 0.05 ml de chaque dilution des 
suspensions de virus ont ete ajoutees par puit en utilisant 8 puits pour chaque 
dilution. Puis 0.05 ml de milieu et 0.05 ml de suspension de cellules or>t 6te 
ajoutes L*inlerpretation des resultats sous le microscope a eu lieu apres une 
25 incubation de 5 jours 4 37 "^C. 

Les reponses humorales mesurees par le test SN, apres deux, trois et 
quatre injections d*ADN, ont montres des valeurs nulles ou faiblement positives. 

U est a noter qu*apres immunisation avec du virus vivant a fortes doses, 
des litres mesurables mats relativement bas ont ete observes dans I'essai de 
30 seroneutralisation. Ces observatiorw sont confirmees par ia litteraiure. 

Le mode operatoire du test ELISA est decrit par M. ELOIT et al dans 
ARCH, virol- (1992), 123, 135-143. 

En plus du serum provenant des groupes d'arumaux traites comme decrit 
sous "immunisation des souris", 2 serums supplementaires ont ete inclus dans 
35 I'analyse, un serum positif (serum +) et un serum negaiif (serum Le serum - 
provient de souris non-injectees (souris OF I, agees de 3 semaines). Un melange 
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de semm de 10 souris a ete effectue. Le scmm + est un melange de serum 
provenant de 10 souris OF I ayant re9U a 3 semaines 10^ TCID (tissue culture 
infectious dosis) d'adenovirus recombinant exprimant le gene gD par vole 
intramusculaire et preleve 3 semaines plus tard. 
5 Le Tableau 3 et le Tableau 4, repris ci-dessous, montrent la density 

optique (OD) en fonction des dilutions du sdnim. Les echantillons ont d*abord ete 
testes a une dilution de I/IO (Tableau 3 - test 1) afin d'identifier les echantillons 
positifs c. a-d. les Echantillons pour lesquels I'OD etaii superieure a la densite 
optique du serxim du controle negatif (OD x 1 00 = 509). Les Echantillons positifs 
1 0 ainsi identifies ont ete testes une deuxieme fois a des dilutions variables (Tableau 
4). 

Dans le serum des animaux auxquels on avait injecte de TADN 
plasmidique sans le gene glll (ADN* - pEVhisNglll-), on n'a decouvert aucun 
anticorps dirige contre la glycoproteine gllL II a ete montre qu'apres 4 injections 
15 de plasmides ADN+, espacees de 2 semaines ou plus, les souris ont montre une 
bonne rEponse humorale contre le vims. Sept animaux sur 9 testes ont montre 
des anticorps anti-glll apres quatre injections. 

Meme apres trois injections d'ADN^. le serum de 9 animaux sur 10 
montrait des litres d'anticorps anti-glll mesurables. De mEme, apres 2 injections 
20 d*ADN+, le serum de 7 animaux sur 8 montrait des reponses positives en ELISA. 
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Tableau 3 : Test ELISA : Densite optique (OD) en fonction des dilutions du 
serum - Identification des echantillons positifs. 





n** de souris 


OD (x 100) 
dilution 1/10 


T^moin positif (NIA3 M207) 


melange 


2000 


sADN2- 


1+2+3 


552 


• 


4+5+6 


545 




7+8+9+10 


395 


SADN3- 


1+2+3 


587 




4+5+6 


679 




7+8+9+10 


697 


sADNj-*" 


1 


2000 




2 


2000 




3 


2000 




4 


511 




5 


1263 




6 


2000 




7 


2000 
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8 


2000 




9 


2000 




10 


2000 


SADN4' 


2 


2000 




3 


2000 




4 


874 




5 


759 




6 


2000 




7 


2000 




8 


2000 




9 


2000 




10 


2000 




melange 


509 


s^rum + 


melange 


2000 



noies expHcatives : 

SADN2* : serum provenant d'animaux injectes 2 fois avec ADN" 
SADN3* : serum provenant d'aminaux injectes 3 fois avec ADN" 
sADN^"*" : serum provenant d'animaux injectes 3 fois avec ADN"^ 
5 sADN4'^ : serum provenant d^animaux injectes 4 fois avec ADN"*" 

temoin positif (NIA3 M207) : serum provenant d'animaux injeaes avec du virus 

vivant N1A3 M207 
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serum - : serum provenant d'animaux non-injectes 

serum : serum provenant d'animaux injectes avec de Tadenovirus exprimant le 



gene gD. 

Tableau 4 : Test ELfSA - densite optique (OD) en fonction des dilutions du 
serum test 2 



groupe 


souris N° 


dil. 1/100 


1/300 


1/900 


1/2700 


temoin positif 
(M207) 


moyenne 


2000 


2000 


2000 


2000 


SADN2"*' 


3 


1087 


599 


287 


171 




4 


1378 


622 


303 


192 




5 


1506 


866 


405 


261 




6 


673 


261 


152 


136 




7 


1676 


913 


353 


205 




8 


1731 


837 


355 


229 




9 


1710 


778 


274 


167 




1 


Negatif~ a dill/10 




2 et 10 


non test^ 


SADN3+ 


1 


2000 


1029 


329 


142 




2 


2000 


2000 


879 


296 




3 


2000 


2000 


2000 


2000 
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5 


197 


123 


89 


83 




6 


2000 


1704 


528 


244 




7 


2000 


2000 


1084 


435 




8 


2000 


809 


188 


122 




9 


2000 


1501 


285 


169 




10 


2000 


2000 


722 


263 




4 


Negatif 


adil 1/10 




sADN4"^ 


2 


2000 


2000 


684 


262 




3 


2000 


2000 


2000 


2000 




4 


263 


138 


98 


103 




5 


143 


110 


96 


104 




6 


2000 


1641 


566 


256 




7 


2000 


2000 


1122 


419 




8 


2000 


1097 


350 


143 




9 


2000 


1739 


462 


211 
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10 


2000 


2000 


549 


249 




1 


non teste 




serum - 


melange 


155 


96 


83 


92 


serum + _ 


melange 


827 


305 


146 


106 



notes explicatives : 

sADN2' : serum provenant d'animaux injectes 2 fois avec ADN" 
SADN3' : serum provenant d'aminaux injectes 3 fois avec ADN" 
SADN3'*" : serum provenant d'animaux injectes 3 fois avec ADN'*' 
5 SADN4'*' : serum provenant d'animaux injectes 4 fois avec ADN^ 

temoin positif (N1A3 M207) ; serum provenant d'animaux injectes avec du vims 

vivant N1A3 M207 
serum - : serum provenant d'animaux non-injectes 

serum + : serum provenant d'animaux injectes avec de I'adenovirus exprimant le 
10 genegD. 

Exemole 3 : Induction d'une protection chez la souris contre une inoculation 

d'dpreuve avec des virus virulents. 
Partie A - Protocoie d'iramunisation. 

Cinq groupes de dix souris (Charles River, Germany) femelles de 16 
1 5 semaines d'age de la souche consanguine Balb c ont ete utilises. 

Pour le groupe GO, le controle negatif, on a utilise uniquement un tampon 
PBS(Gibco). 

groupe Gl (le controle positif) a ete vaccine a Taide d'un virus attenue 
(souche N1A3 M207) par voie intraperiloneale. 
20 10'' PFU (unites formant des plaques) ont ete utilisees pour chaque souris. 

Ceci est une dose tres elevee par comparaison aux doses utilisees pour la 
vaccination des pores avec les souches vaccinales attenuees utilisees 
tradltionnellement a la dose de lO^*^ PFU. 

Les trois autres groupes ont re^u de I'ADN plasmidique obtenu selon la 
25 meihode decrite a Texemple 1 . 

. La vaccination par TADN plasmidique a ete realisee par injection 
iniramusculaire de 100 ng dans 2 fois 100 pi d'eau/souris dans I'arriere-train 
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gauche et droit pendant pi usieurs jours consecutifs. 

Le groupe C a ete vaccine deux fois, le vendredi et le lundi 
respectivement. 

Le groupe B a re9u quatre injections consecutives reparties du mercredi 
5 au lundi. 

Le groupe A a re(?u 6 doses reparties du lundi au lundi suivant. 
Les animaux ont ete Ibges dans des cages, separes par groupe et les 
individus ont ete marques individuellement au feutre bleu. 

Le serum preleve sur chaque animal a ete cod6 de fa9on a pouvoir suivre 
10 chaque animal individuellement en ce qui conceme le dosage d'anticorps et la 
protection conferee par les vaccinations. 
Partie B - Analyse des reponses immunitaires. 

Le developpement des reponses humorales a ete contrdle selon le 
protocole ELIS A presente a Texemple 2, 
15 Le test de neutralisation de virus du serum a ete effectue sdon la methode 

decrite a I'exemple 2. 

Des echantillons de serum ont ete preleves au debut de la periode 
d'immunisation, c -a-d. 3 jours apres la demiere injection de vaccin, d la fin de la 
periode d'immunisation, c.-a-d. un mois apres la demiere injection de vaccin et 
20 juste avant rinoculation d'epreuve par le vims virulent qui a eu lieu 9 jours plus 
tard. Enfin, un mois apres le challenge, du serum a ete preleve a nouveau. 
Partie C - Inoculation d*epreuve. 

Environ 37 jours apres la demiere vaccination, toutes les souris ont ete 
exposees a Tinfection par un virus virulent vivant de la souche NIA3 a raison de 7 
25 000 PFU dans 200 ml par animal injecte intrapcritonealement. Le dosage est tres 
eleve car la dose letale pour 50 % des animaux est environ 100 fois moins elevee 
(LD5o = 70PFU). 

Les animaux sont observes el les deces sonl enregistres pendant les 1 5 
jours suivant !e challenge comme indique au Tableau 5. 
30 Les resultats montrent revolution du taux de survie exprime en 

pourcentage en fonction des jours suivant le challenge. 

Tous les animaux du groupe de controle negalif sonl morts apres le 
challenge. 
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Tableau 5 : Suivi du taux de survie des souris apres une inoculation d'epreuve 



ayec virus viruients. 



Groupes de 
souris (Dix 
par groupe) 


Taux d 
4 jours 


e survie (er 
S jours 


1 %) en fon 
6 jours 


ction des jc 
7 jours 


lurs apres 1 
10 jours 


epreuve 
15 jours 


GO 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


Gl 


100 


80 


80 


80 


80 


80 


ADN+ 
2x WOnxR 


50 


20 


0 


0 


0 


0 


ADN+ 

4 X 100 mg 


80 


40 


30 


30 


30 


30 


ADN+ 
6x 100 mfi 


90 


60 


60 


60 


60 


60 



Les resultats montrent qu*une protection a eu lieu meme a la dose de 
vaccination la plus faible c.-a-d. 2 x 100 pg. En efFet, la mort de ces animaux a 
5 et^ retardee par rapport au groupe de controle negatif (GO). 

A un dosage de 4 x 100 pg, 30 % des animaux ont survecu, tahdis qu'a 6 
X 100 pg. 60 % des animaux ont survecu. Les resultats montrent que la 
protection induite par cette nouvelle methode de vaccination plasnnidique est 
efficace, surtout si on la compare au taux de survie de 80 % observe dans le 
10 groupe Gl (le controle positiQ c-a-d. le groupe d'animaux vaccines par le vims 
attenue a dose tres elevee (1 0^ PFU). 

II reste a noter que la methode de vaccination utilisee dans cet exemple 
peul encore etre pptimisee. D*aprcs les resultats de I'essai de cytoloxicite contre 
le virus PRV, la vaccination par injection plasmidique pendant plusieurs jours 
1 5 consecutifs n*a pas induit de reponse CTL tandis que Tinjection de la meme 
quantite d'ADN a des intervalles de 3 semaines ou plus, telle quVtilis^e dans 
I'exemple 2 a induit une reponse CTL prononcee. De plus, la reponse humorale 
induite, mesuree par la reponse des anticorps anti-glll dans le test ELISA^ etait 
plus faible suite aux injections plasmidiques pendant plusieurs jours consecutifs 
20 que la reponse humorale induite. par des injeaions de la meme quantite d'ADN a 
des intervalles de 3 semaines, decrite dans Texemple 2, 
Exemple 4 : Induction d*une protection chez la souris contre une inoculation 
d'epreuve avec des virus virulents. 
Pour ces experiences, le protocole d'immunisaiion de Texemple 3 a ete 
25 suivi. a la seule difference que des injections d'ADN plasmidiques ont ete 
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10 



15 



cffectuees .outes les trois semaines et que les souris etaient agees de 19 scmaines. 
Pour le groupe GO (controle ncgatif). on a utilise uniquement du tampon 

PBS(Gibco). .... 

Le groupe 01 (contrSle positiO a ele vaccine a Taide du virus attenue 
(souche N1A3 M207) dans les cous de pied avec une dose de 10? PFU par sour,s. 
Quatre injections d'ADN plasmidique cm et6 realisees par voie imramuscula.re 
dans ICS deux arriere trains de groupes de souris comprenant chacun 10 an.maux. 

marques par un code colore. 

Du serum a dt6 preleve soil le jour meme, soil dans les trois jours 

precidant la nouvelle immunisation. 

Trois semaines apres la demierc injection de plasmide et six semames 
apres les immmunisations des groupes de controle. toutes les souris ont ^e 
exposees au virus virulent NIA3 a raison de 7 000 PFU/animal, injecte 
intrap^ritonealement. Les deces sont enregistres pendant les 15 jours su.vam 
repreuve et sont repris dans le tableau 6. Les resultats montrent les taux de 
survie exprimds en pourcentage en fonction des jours suivant I'epreuve. 
Tableau 6 • Suivi du taux de suivie des souris apres une inoculation d epreuve 



20 



v5ni<i vinilents. — . — — '■ 1 


Groupes de 


tauxdesurvie (en %) en fonction des jours apres i epn^uv^ 


souris (Dix 














par groupe) 


4 iours 


5 iours 


6 iours 


7 jours 


10 iours 


15 iours 




40 


0 


0 


0 


0 


0 


fiO 
Gl 


100 


90 


90 


80 


80 


80 


ADN+ 


80 


70 


60 


50 


40 


|40 



25 



** X iUVI M-K I — ' — 

Tous les animaux du groupe GO (controle negatif) sont morts apres 

repreuve. Un taux de 80 % de survie est observe dans le groupe Gl. c. a d. les 
animaux vaccin6s par le virus attenue a dose treselevee. ^ 

Aundosagede 4fois 100 mg d ADN plasmidique. 40 % des ammaux ont 
survecu La methode tfimmunisation par laquelle les animaux som vacanes avec 
de l-ADN plasmidique (4 injections) toutes les trois semaines s'est montree plus 
efficace en comparaison aux injections joumali^res (meilleur taux de surv.e de 40 
% au lieu de 30 % et retardement relatif de la mort des animaux). 
ExemoleS .Induction d-une reponse humorale chez le pore. 

>7ois groupes de pores de 3 animaux, ages de 5 semaines ont eie uUl.ses. 

Les animaux proviennent d'un elevage exempt de PRV et de la meme portee. lis 
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sont marques individuellement par une bague a I'oreille. 

Un groupe de 3 animaux 1, 2 et 3) qui n'ont pas ete vaccines est utilise comme 
controle negatif. 

Pour les 2 autres groupes, trois injections intramusculaires du plasniide 
5 pEVhisHglll ont ete effectuees a Tage de 5, 7 el 9 semaines. 

Trois animaux (# 4, 5 et 6) ont re^u une dose de 75 pg de plasmide, alors que 3 
autres pores 7. 8 et 9) recevaient 560 pg de plasmide a chaque injection. La 
dose d'ADN a ete diluee dans 4 ml de tampon PBS (Gibco, USA) et administree 
en 4 portions de 1 mJ a 4 endroits d'inoculation : des 2 cotes de la nuque et au 
JO centre de I'arriere train gauche et droit. L'injection s'est pratiquee a Taide d'une 
seringue munie d'une aiguille Terumo de 40 mm de long avec une ouverture de 
0.9 mm. 

Du serum a ete preleve lors de chaque injection et 2 semaines apres la 
demiere injection. L'analyse des reponses humorales (anticorps contra la proteine 
1 5 gill) avant et pendant rimmunisation a ete effectuee par un test de 

scroneutralisation (test sensible a la mediation par le complement, voir Bitsch el 
Eskilsen, curr. Top. Vet. Med. Anim. Sci. 12, 41 49, 1982) et par un test IPMA 
(Inununo Peroxydase Monolayer Assay). 

Le test IPMA a ete eflfectue selon le mode operatoire qui est repris ci dessous. A 
20 chaque puit des plaques a 96 puils (Coming, USA) recouvert d'un tapis de 

cellules SK 6 confluentes (ATCC. USA) ont ^te ajoutes 500 TCID50 de vims 
PRV de la souche 89V87 ((Nauwynck H., Pensaert M., Am. J. Vet Research, 53 
(4) 489 (1992)) dans du milieu MEM (Gibco, USA) Tapparilion d'un effet 
cythopathique les plaques sont thermofixees: apres un lavage au tampon PBS. les 
25 plaques sent sechees a 37 jusqu'a evaporation du liquide. Ensuite elles sont 
incubus a 80 **C pendant 1 heurc. 

Le semm a tester, dilue de 2 en 2 en serie dans du PBS a ete distribue dans les 
puits et la plaque a ete incubee pendant 1 heure a 37 **C: 
Le serum a ete retire et les plaques ont subi 2 lavages au PBS, suivis d'une 
30 incubation d'une heure en presence d'anticorps anti porcins marques a la 

peroxydase (Nordic, Hollande) et dilues 100 fois dans du PBS. Apres 1 heure, les 
plaques ont ete incubees en presence de substrat 3 amino 9 ethylcarbazole (2 mg 
AEC dans 10 ml de tampon acetate de sodium (0.05 M a pH 5) et 75 pi de H202 
a 30 %), 

35 L'apparition d*une coloration rouge est observee au microscope optique. La 
reaction a ete interrompue apres 15 minutes par 3 lavages a Teau de ville. Les 
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titres IPMA sont calcules en prenant I'inverse de la dilution la plus forte qui 
engendre une coloration rouge des foyers d'antigene viral sur les cellules 
infectees. 

Les resultats du test de seroneutralisation et du test IPMA sont repris dans le 
5 tableau 7. 

Tableau 7 :Titres en anticorps contre le virus PRV determines par le test de 



seroneutralisation et par le test IPMA 





Titres en anticorps en fonction de Tage 




age 




du 
pore 


Dose de 
plasmide 
pEVhJSl4gIII 
administree 


5 semaines 


7 semaines 


9 semaines 


] ] sen 


naines 




SN 


IPMA 


SN 


IPMA 


SN 


IPMA 


SN 


IPMA 


1 


0 mg 


<2 


< 5 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


<5 


2 


0 mg 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


<5 


3 


0 mg 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


<5 






















4 


(75 mg) 


<2 


<5 . 


<2 


<5 


4 


<5 


6 


128 


5 


(75 mg) 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


< 5 


6 


(75 mg) 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


< 5 


4 


128 






















7 


(560 mg) 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


<5 


8 


(560 mg) 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


<5 


9 


(560 mg) 


<2 


<5 


<2 


<5 


<2 


<5 


3 


128 























Notes expUcatives 

SN : titre en anticorps seroneutralisants 

J 0 IPMA : titre en anticorps determines par la methode IPMA 

Les resultats montrent qu'aucun des animaux non vaccines n'a developpe 
des anticorps contre le virus PRV. Les resultats indiquent que meme a la dose de 
vaccination la plus faible c'esl a dire 3 x 75 ng, une reponse humorale a ete 
induite dans 2 pores sur 3 . Un seul animal sur 3 a reagi a un dosage de 560 Mg. 

1 5 Les reponses sont faibles et les differences entre les 2 groupes immunises ne sont 
pas significatives/ 
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Exemple 6 : Induction d'une protection centre une epreuve avec un virus virulent 
chez le pore. 

On reproduit exactement le protocole de Texemple 5. 

On a utilise trois groupes de 3 pores ages de 5 semaines. Les animaux 
5 proviennent d*un elevage exempt de PRV et de la meme portee. lis sont marques 
individuellement par une bague a I'oreille. 

,Un groupe de 3 animaux qui n*ont pas ete vaccines, a ete utilise comme 
eontrole negatif. 

Pour les 2 autres groupes, trois injections intramusculaires du plasmide 
10 pEVhisl4gIII ont ete effectuees a I'age de 5, 7 et 9 semaines conformement k la 
technique decrite a Texemple 5. Trois animaux (N* de pore 4, 5 et 6) ont re9u une 
dose de 75 ^g de plasmide, alors que les trois autres animaux (N** de pore 7/8 et 
9) ont re^ une dose de 560 ^g de plasmide. 

L'epreuve par virus virulent a ete efFectude selon la methode decrite dans 
15 Vaccine 1994, 12 (7), p. 661 665 el est decrite ei aprds. 

27 semaines apres, c'est a dire 18 semaines apres la derniere injection de 
plasmide. tous les animaux sont transferes dans une unite isolde en vue d'une 
exposition au virus virulent PRV souche 75V19 (Andries K, Pensaert MB, 
Vandeputte J, Am. J. Vet. Res., 1978. 39, p. 12821285). 
20 La temperature de Tunite isolee est maintenue a 18 **C et la ventilation a 

0,2 m/s. 

10^'^ TCID50 de virus PRV (souche 75V 19) mis en suspension dans 5 ml 
de tampon phosphate sont administres a tous les animaux. 2 ml de cette 
suspension est donne oralement et 1 ,5 ml de cette suspension est instille dans 
25 chaque narine. 

Tous les animaux ont etd observes quotidiennement durant les deux 
semaines qui suivent Tepreuve. La temperature du corps des animaux a ete notee« 
atnsi que leur poids. Le gain de poids relatif (RDWG) a dte calcule selon la 
formule ci apr^, en vue de comparer les performances des trois groupes. 
30 RDWG a partir du jour de Pepreuve jusqu'au jour x : 

poids au jour x poids au jour de Tepreuve 

RDWG = — 

poids au jour de l'epreuve 
Les secretions nasales de tous les animaux ont ete prelevees avec un 
35 ecouvillon tous les deux jours durant 14 jours apres l'epreuve. Le poids des 

secretions nasales prelevees a ete note. Les secretions nasales prelevees ont ete 
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mises en suspension dans un tampon phosphate. Des dilutions decimates de ces 
suspensions ont ete inoculees a des cultures de cellules en monocouche, ces 
cellules veiiant d'une lignee cellulaire continue de testicule de pore (ST). Ensuite, 
la presence d-un effet cytologique pour ces cultures de cellules a €l6 controlee 
durant cinq jours. La dose lethale 50 a ete ca)cul6e selon la methode de Reed et 
Muench (Amcr J. Hyg.. 1938. 27, 493 497). Lestitres en vims ont ete exprimes 
en TCID50 par granune de secretion nasale. 

Les resultats des examens serologiques sont rassemblds dans le tableau 8. 
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L*analyse des reponses humorales a ete effectuec par un test de 
seroneutralisation sensible (tesl sensible a la mediation par le complement selon la 
technique debrite par Bitsch et Eskilsen. Curr. Top, Vet: Anim. Sci., 1982, 12, p. 
4 1 49) et par un test de seroneutralisation conventionne! (selon la technique 
5 decritc par Andries K, Pensaert MB, Vandepulte J, Am. J. Vet. Res., 1978. 39, p. 
1282 1285). 

Ces resultats montrent qu'une reponse serologique a ete trouvee pour 
seulement un des six animaux vaccines au moment de la demiere vaccination. 
Deux et dix huit semaines apres, des litres en anticorps seroneutralisant entre 3 et 

10 24 ont ete observes respectivement pour trois des animaux (N** du pore 4, 6 et 9) 
et pour quatre des animaux (N" du pore 4, 6. 8 et 9). 

14 jours apres repreuve, les titres en anticorps seroneutralisant ont ete 
observes entre 64 el 128 pour les animaux faisant partie du groupe eontrole 
negatif, entre 128 et > 384 pour les animaux ayant re^u une dose de 75 pg de 

1 5 plasmide, et entre 128 el 192 pour les animaux ayant re^u unc dose de 560 pg de 
plasmide. 

Tous les animaux ont ete hebetes et anorexiques. Us ont elemue du 
trbisieme jour apres I'epreuve jusqu'au huitieme ou neu vieme jour apres 
I'epreuve. Des vomissemcnts et des troubles nerveux ont ete observes pour deux 
20 animaux (N*" de pore 3 et 5). 

Tous les animaux, sauf un (N** de pore 8), ont eu de la fievre (> 40 °C) du 
troisieme jour jusqu'a septiemejour apres I'epreuve. La temperature moyenne 
maximale a ete de 4 1 ,3 X pour le groupe eontrole negatif et de 4 1 pour les 
deux autres groupes. 
25 Les resultats concemant les changements de poids par animal sont 

rassembles au tableau 9. 
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Tableau 9 : Changement de poids des animaux 



Groupe 


N** de pore 


AG7 


AG14 


RDWG7 


RDWG 14 


Controle 


1 


-5,4 


2,8 


-0,861 


0,223 


negatif 


2 


-5,6 


3.4 


-0,845 


0,256 




3 


.5 


-10,7 


-1,26 


-1,352 




4 


-0,4 


9J 


-0,092 


1,110 


vaccine 


5 


-5,4 


-8 J 


-1,467 


-1,099 




6 


-3.3 


4.3 


-0,630 


0,411 


560 ng 


7 


0,8 


7,7 


0,178 


0.857 


vaccine 


8 


-l.l 


7 


-0,185 


0,587 




9 


-3,5 


7,6 


-0,661 


0,718 



A G7 poids 7 jours apres T^preuve - poids le jour de I'epreu ve 

A G14 poids 14 jours apres I'epreuve - poids le jour de I'^preuve 

RDWG7 = RDWG 7 jours apres Tepreuve 



5 RDWG14 = RDWG 14 jours apres r^preuve 

Tous les animaux, sauf un (N** de pore 8) ont perdu du poids durant la 
premiere semaine apres Tepreuve. 

Quatorze jours apres i'epreuve, seulement deux animaux (N** de pore 3 et 
5), n*avaient pas repris le poids qu'ils avaient avant I'epreuve. lis ont, de plus, 
10 continue a perdre du poids. Les trois animaux ayant re^u une dose de 560 pg de 
plasmide et un animal (N* de pore 4) ayant regu une dose de 75 pg de plasmide, 
ont montre un gain de poids compensatoire entre le septieme el le quatorzieme 
jour apres I'epreuve, de telle sorte qu'ils avaient repris leur courbe de croissance 
initiale entre le onzieme et le quatorzieme jour apres Tepreuve. Les deux groupes 
1 5 d*animaux vaccines montrent une valeur moyenne de gain de poids 

significativement positive, alors que le groupe de controle, animaux non vaccines, 
montre une valeur moyenne de gain de poids negatives (= perte de poids). 

Les rdsuliats des titrations en virus dans les secretions nasales sont 
rassembles dans le tableau 10. 
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Tableau iO : Secretion de virus apres T^preuve 



Groupe 


N** de 






Secretion de vims exprime en 








pore 


(log I OTCID 50) en fonction du nombre de jours apres 












I'epreuve 












jours apres I'epreuve 






0 


2 


4 


6 


8 


10 


12 


14 


Contrdle 


1 


<1.5 


3,2 


5,5 


5,5 


2,0 


^1.5 


1,7 


< 1,5 


negatif 


2 


^1,5 


^ 1,5 


5,0 


7,5 


3,0 


2,3 


2,0 


^1,5 




3 


< 1.5 


2»7 


6,7 


7,3 


4,5 


4,5 


4,3 


<1.5 


75 ng . 


4 


^1.5 


2,0 


6,5 


7,3 


1,7 


< 1.5 


< 1.5 


^1,5 


vaccine 


5 


< 1,5 


4,7 


6^ 


3,7 


2,0 


^1.5 


< 1,5 


<l,5 




6 


< 1,5 


< 1,5 


6,7 


7,5 


^1,5 


S 1,5 


^1,5 


^1,5 


560 pg 


7 


< 1;5 


2,7 


6,3 


8,0 


4,5 


^1.5 


s K5 


^ 1,5 


vaccine 


8 


5 1,5 


< 1.5 


7,3 


7,0 


^ 1.5 


^ 1,5 


S 1,5 


< 1,5 




9 


< 1,5 


5,3 


6,3 


6,3 


< 1.5 


5U5 


^ US 


5 1,5 



Les premiers vims ont ete isoles des secretions nasales, deux jours apres 
I'epreuve, pour deux des trois animaux dans chaque groupe. Les litres en vims 
ont attaint un niveau nDaximum entre !e quatrieme et le sixieme jour apres 



5 Tepreuve, les titres en vims etant compris entre lO^*^ et 10^»^ TCED50. La 

secretion de vims a ete stoppee entre le sixieme et le huitieme jour apres I'epreuve 
pour les animaux vaccines, alors qu*elle a continue jusqu*au douzieme jour apres 
Veprcuve pour les animaux du groupe controle negatif 
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INDICATIONS RELATIVES A UN MICRO-ORGANISME DEPOSE 
(rfegle \3hisd\iPCr) 



A. Lcs indtcaiions oni trait au micro-organisme vise dufks la description 

page 9 . ligneS 2-5 . 

B. IDENTIFICATION DU DEPOT D'autres depots foni robjet d'lrne fciiillc supplemental re | | 
Nom de I 'institution de ddpdt 

BELGIAN CXX)RDINATEI> COr.T.ECTIONS OF KrCROORGANISMS (BOCM) 
Adrcsse de rUisticulion de dcpf)i (y rompris ft code postal et It pays) 

Laboratorlum voor Mpleciilaire Biologie - Plasmldenoollectie (UBP) 

Unlversltelt Gent 

K.L. Ladegancks traat , 35 

B-9000 GEOT (Belgique) 



Date du d^pdi 

16 NOVEWBRE 1995 


n" d*ordrc 


LMBP3377 


C. INDICATIONS SUPPLEMENT AIRES Or cat ichiam ) 




Une feuille suppl^mentaire est joinie r~~i 
pour la Kuiie de ccs renscigncmcni*; LJ 



pEV hisl4gIII 

L* ac cessibilite du mi cro-organisme ne peut etre realisee que par la 
remise d • un 6chantillon a un expert designe par le requ^rant . 



D. ETATS DESIGNES POUH LESQUELS LES INDICATIONS SONT DONNEES 

isi (ex htdicalionx nr som pas iUmnees pmtr tvus its Eiats dcsigntsi. 



E. INDICATIONS FOIIRNIES SEPARKMENT (le cos 4chiwu) 



Lcs indications inMmix€ts. ci-aprt» scront roumies ulterieuremcm au Bureau internal ionaJ fsp^cifttr !a nature fitncrott des ittdications 
p.es.,'tfdiordredudfpdt'') . ' * 



Reserve a rofficc reccpteur 



1^ Cc«e feuille a €it rc^ue en mcmc temps que la 



dcmarule tntemaiionale 



Fnnciionn 




Rd^rvtf au Bureau intcmaiiomi 



I I Ccne fcutllc est parvcnuc au Duicau iniemaiinnal le : 



Fonclionnaire autoris^ 



(•ormulnirc PCI7RO/I34 (juillci I992l 
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RE VENDICATIONS 

1 - Vaccin comprenant un plasmide contenant un gene codant pour la 
glycoproteine glll du vinas PRV ou pour una proteine presentant la meme 
antigenicite que la glycoproteine glll du virus PRV el un excipienl 
pharmaceutiquement acceptable pour celui-ci. 

2 - Vaccin selon la revendication 1, caracterise en ce que le plasmide 
contienl aussi un "promoteur du Cytomegalovims humain". 

3 - Vaccin selon la revendication 1, caracterise en ce que le plasmide 
utilise est le plasmide pEVhisMglll. 

4 - Vaccin selon les revendications I a 3 caracterisees en ce que le 
plasmide contient aussi au moins un gene ou une portion de ce!ui-ci codant 
pour au moins une cytokine ou un fragment d'une cytokine. 

5 - Vaccin selon une quelconque dcs revendications I ^ 4 caracterise en ce 
que I'excipient pharmaceutiquement acceptable comprend des billes minuscules 
en or revetues du vaccin qui sont introduites dans le tissu de Tanimal a 
vacciner. 

6 - Utilisation d'un plasmide pour un vaccin contre le virus PRV, ledil 
plasmide comprenant une sequence tfacides nucleiques codant pour la proteine 
glll du virus PRV ou pour une proteine presentant la meme antigenicite que la 
glycoproteine glll du virus PRV ou une construction d'ADN comprenant une 
cassette d'expression incluant : 

a) une sequence d'ADN codant pour un polypeptide contenant au moins un 
determinant antig6nique de la glycoproteine glll ou un frafimenl 
irnmunogenique de celle-ci, et 

b) des sequences du controle reliees operativement auxdites sequences 
codantes ou ladite sequence codante peut etre transcrite et traduite dans 
une cellule et ou lesdites sequences de controle sont homologues ou 
heterologues a ladite sequence codante. 

7 - Un vaccin plasmidique contre le virus PRV selon la revendication 6 
caracterise en ce qu*il contient aussi au moins un gene ou une portion de celui- 
ci codant pour au moins une cytokine ou un fragment d*une cytokine. 
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8 - Plasmide pEVhisl4gIII utilise dans la fabrication d'un vaccin. 

9 - Plasmide pEVhisMglll utilise dans la fabrication d'un vaccin contre le 
vims PRV. 
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Box 1 Observations where certain claims were found uosearcbable (Continuation of licm 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 

1. ClaimsNos.: 

— becatise they relate to subject maUcr not required to be searched by this Authority, namely: 

Remark: Although this claim concerns a method for treatment 
(prophylaxis) of the animal body, the search has been carried out, based 
on the alleged effects of the composition. 

2. ClaimsNos.: 

because Ihcy relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. rj ClaimsNos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(aV 



Boi n Observations where unity of invention is lackiog (Continuation of item 2 of first sheet) 

This Intentational Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1* I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers alt 
scarchabl e claims . 

2 . As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3- rn As only some of the required additional search fees were timely paid bv the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. ; 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protcil | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (coniinuauon of first sheet (1)) (July 1992) 



Printed from Mimosa 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Infaimaoon on pAtcnt ramity tnonbers 



In* .tiotul Application No 

PCT/EP 96/05611 



Patenc documcm 
cited in search report 


PublicftUoD 
date 


Patent family 
member (s) 


Publicaiion 
date 


EP 0261940 A 


30-03-88 


CA 1312837 A 


19-01-93 






ur ujCrDafv M 


12-10-88 






US 5242829 A 


07-09-93 


WO 9203537 A 


05-03-92 


CA 2089497 A 


16-02-92 




EP 0652967 A 


17-05-95 






JP 6500232 T 


13-01-94 






US 5420026 A 


30-05-95 


WO 9100359 A 


10-01-91 


AU 5787394 A 
AU 5856790 A 
CA 2019676 A 
EP 0431135 A 
JP 4500314 T 


19-05-94 
17-01-91 
26-12-90 
12-06-91 
23-01-92 



Fenn PCT/ISA/llO IpatMit funfty tniMx) (iuljr If «> 



Printed from Mimosa 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



O; idc InUTTuatwulc No 

PCT/EP 96/05611 
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CIB 6 C07K C12N 
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-/- 
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Vtt docurocQts de Eainillcs dc brcvcti toal uidiq[u£s en aaocxe 
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*0* document se li/lrani i unc divulfatton oralc* i ua usage, i 

une cxpoQtion ou tous auires moycni 
'P* document pubti4 avant U date dc dtoM intanutioaal, mail 

postMeurcment A la date dc pnorite reveodiqucc 
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* V dooKneitf putiailt^mcni pettincnt; I'lDVcntion revadiqufcc 
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Class B04. AN 93-339654 
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& JP 05 246 888 A (B1SEIBUT5U KAGAKU 
KENKYUSHO KK) , 24 Septembre 1993 
cit§ dans la demande 
voir abrege 

JOURNAL OF VIROLOGY, 

vol. 67, no. 9, 1 Septembre 1993, 

pages 5664-5667, XP0OO574935 

COX G J M ET AL: "BOVINE HERPESVIRUS 1: 

IMMUNE RESPONSES IN MICE AND CATTLE 

INJECTED WITH PLA5M1D DNA" 

voir le document en entier 

JOURNAL OF VIROLOGY, 

vol. 68, no. 9, Septembre 1994, 

pages 5685-5689, XP000645186 

ROUSE, R. J. D. ET AL.: "Induction in 

vitro of primary cytotoxic T-lymphocyte 

responses with DNA encoding Herpes Simplex 

virus proteins" 

cit§ dans la demande 

voir le document en entier 

EP 0 261 940 A (APPLIED BIOTECHNOLOGY INC) 
30 Mars 1988 

voir le document en entier 

WO 92 03537 A (THERION BIOLOG CORP) 5 Mars 
1992 

voir exemples 2-6 

WO 91 00359 A (AGRACETUS) 10 Janvier 1991 
voir le document en entier 
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Cadre I Obscrvaiions • torsqu'il a. etc cilimc que certaincs revcndicalions ne pouvaient pas faire Tobjet d'unc recherche 
(suite du point I de la premiere fcuUlc) 



Conformcmcni k rkrticic 17.2)a). ccrluncx rcvcndicalioiu n'ont pxt Taic I'objcl d'unc recherche pour ki motifs suivanu: 
Lcj rcvendtcMioTU n ** 6 

se rapporteni i un ob|ct i I cgud duquci I'ufnutmlrMton n'cst pu tcnue de proccdcr a li recherche, i savair: 

Remarque: Pour auatnt que cette revendication concern© une methode de 
traitement/prophylaxle du corps animal, la recherche a €t§ 
effectuee et basde sur les effets Imputes 4 la composition. 

L« rcvendicaiions n 

se rapporicm k dei pvucs dc U demandr inlcriuiionkle qui ne remplis»ni pu sumsunmeni les conditions prcjcritei pour 
qu'une recherche significative puisse iirc effectuee. en pviiculier: 



3i I I Lei icvcndicationt n " 

sont des revcndiaitiofu dependanles et ne som pu redigecs conformcmcni aux dispositions de la deuiicmc ct dc la 
troisicme phrues de U regie 6.4. a). 

Cadre 11 Observations - lorsqu'il y a absence d'unite dc Tinvention (suite du poinl 2 dcia prrmicre Teuille) 



L'adnrtinisuaiion chargcc de la recherche inlernationaJc a Uouve pluiicurs invenuonx dam la demande inurnationalc, i lavoir: 



Comme touies Us taxes additionnelici onl cic payees dans les delais par !e dcposani. le present rapport de recherche 
internationak porte sui loules ks rcvendicaiions pouvani falre robjel d'une recherche. 



□ Comme louus tes recherchcs poriant sur let revendicalions qui I'y pretaieiu oni pu itre efTcctuces sans effort particulter 
iustiftant une laxc addiUonnetle, 1' admin ituation n'a soUiciie Ic paiement d'aucune taxe de cciic nature. 



Conunc uns pariie seulcment dei taxes additionnctlrs dcmandeei a eife payee dans let delais par k dcposant, Ic present 
rapport dc recherche ituernauonalt nc poru que sur les rcvendicaiions pour ksquetles les taxes onl etfc payees, a tavoir 
ks revcrKiicaticms rf*»: 



I I addiiionnelle dcmandee n'a etc payee dans les delais par Ic deposani. En consequence, te present rapport 

de recherche inter nauonale ne porte que tur l invenUon mentionnec cn premier lieu dans les rcvendicaiions; clle est 

couvcrtes par les rcvcrtdicauons i/": 



RcBiariiuc quanc a la r««xrvt | [ Les taxes addiltonnellcs claicnl accompsgnces d'une rcscrvu dc la part Uu dcpo»nu 

I I Le puemcni di» taxes atlditionncilrs n'ctaJi assorti d'aucune reserve 
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